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Levende cellen zljn afhankelijk van
voedingsstoffen die moeten worden
opgenomen uit de omgeving. De
celmembraan is impermeabel voor deze
stoffen, zoals ionen en kleine hydrofiele
molekulen. Opname van deze voor de cel
essentidle molekulen wordt gekatalyseerd en
gereguleerd door gespecialiseerde transport-
eiwitten en ionkanalen. Deze membraan-
eiwiften bevinden zich in de celmembraan.
hetgeen speciale eisen stelt aan de
architectuw van deze eiwitmolekulen.
Bacteri€le transporteiwitten worden vaak
ingedeeld op basis van de energiebron, die
gebruikt wordt door het transporteiwit voor
de katalyse van het transportproces. Een
groep transporteiwitten die wordt gevonden
in bacteri€n is het fosfoenolpyruvaat-
afhankelijk fosfotransferase systeem (PTS);
het belangrijkste transportsysteem in deze
organismen voor koolhydraten, zoals
glucose en andere hexoses,/hexitolen.
Karakteristiek voor het PTS is de
modificatie van het getransporteerde
koolhydraatmolekuul door een enzym
gekatalyseerde reactie. FIet PTS
transporteiwit koppelt het transport van
koolhydraten ium een fosforylatie-reactie,
met als resultaat een gefosforyleerd
koolhydraatmolekuul. dat kan worden
opgenomen in het metabolisme van de cel.
De PTS transporteiwitten, die Enzym II's
(EII) genoemd worden, hebben een hoge
substraat specihciteit. Voor elk type
koolhydraat dat ov/rr de cy-toplasma
membraan van de cel getransporteerd wordt
bestaat een afzonderlijk EII in deze
mernbraan. Op dit moment is van ongeveer
14 verschillende koolhydraten het EII
bekent. Deze eiwitmolekulen met ver-
schillende substraten vertonen overeen-
komsten in hun aminozuurvolgorde en
domeinstructuur. Veel EII transporteiwitten
zijn opgebouwd uit drie covalent gebonden
domeinen C, B en A of drie afzonderlijke
eiwitlen die IIC, IIB en IIA genoemd
worden; combinaties van covalenl gebonden
domeinen en afzonderlijke eiwitten komen
ook voor. Elk domein of eiwit. waamit het
EII is opgebouwd, heeft een afzonderlijke
functie in het transportproces met de daaraan
gekoppelde fosforylatie-reactie.
Het Escherichia coli, mannitol-specifiek
EII'"', is opgebouwd uit drie covalent
gebonden dorneinen en is verantwoordeliik
voor het transporl en de fosforylatie van het
hexitol mannitol. De lbsfbrylgroep in deze
reactie, afkomstig van fosfoenolpyruvaat.
wordt via een serie gefosforyleerde eiwitten,
Enzyme I en HPr,. overgedragen op het
transporteiwit EII-.'. De twee cytoplas-
rnatische domeinen van EII'ntt. A en B,
hebben elk e6n fosfbrylatie-plaats. Het A
domein wordt gefosforyleerd op histidine
554 door het cl4oplasmatische iwit P-HPI
en geeft vervolgens de fosforylgroep door
aan cysteine 384 op het B domein. Het C
domein is een integraal membraaneiwit dat
verantwoordelijk is voor de binding en het
daarop volgende transport van mannitol.
Fosforylatie van mannitol vindt plaats vanaf
fosfo-cysteine 384 op domein B met
mannitol- I -fosfaat als produkt.
Het onderzoek dat beschreven wordt in
dit proefschrift bestudeert de functie van en
de interactie tussen de drie domeinen. van
het E. coli mannitol specifieke transport
eiwit (EII'"), tijdens het transport en de
fosforylatie van mannitol.
Hoofilstuk / geeft een overziclrt van de
verschillende tlncties van membraan-
eiwitten in de cel. Verder beschriift dit
hoofdstuk enkele van de problemen bij het
bepalen van de structuur van dit type
eiwitten. Het tweede deel gaat meer
specifiek in op de functie van het PTS in het
koolhydraat transport van bacterien.
In hoo/dstuk 2 wordt de overexpressie it
zuivering van het membraan gebonden C
domein, dat bestaat uit de eerste 346
aminozuten van EII'nt' beschreven. op
verschillende manieren wordt a.rngetoond
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dat zuiver IIC''", zonder de c1'toplasmatische
A en B domeinen, een functioneel eiwit-
rnolekuul is. Met complementatie studies
wordt aangetoond dat IIC'.' niet alleen met
een hoge affiniteit mannitol bindt, maar. in
combinatie met ander domeinen van EII'nt' in
staat is mannitol te fosforyleren. Gelfiltratie
en kinetische experimenten gaven aan-
wijzingen voor een interactie in EII'.' tussen
de C domeinen van verschillende sub-
eenheden. Op dit moment wordt door middel
van kristallisatie in twee dimensies
geprobeerd de structuur van dit mannitol
transporterende deel van EII^t' op te lossen.
Met site-directed mutagenese wordt in
hoofdstuk -3 de interactie tussen het
membraangebonden mannitol transpor-
terende C domein en het energie koppelde B
domein bestudeerd. Cysteine 384, de tweede
fosforylatie-plaats op domein B, is ver-
vangen door verschillende aminozuren. Het
eflect van deze mutaties op de mannitol-
binding door het C domein werden gemeten
met behulp van flow dialyse. Aangetoond
kon worden dat de cysteine 384 mutaties in
het B domein val EII'.' de bindings-
eigcnschappen van het Cl dorrein bein-
vloeden" Dit kan een mechanisme ziin
waarmce Ell"" de losforylatie van het B
domein koppelt aan de translooatie van
mannitol door het membraan gebonden C
domein.
Opheldering van de driedimensionale
structuur van mernbraaneiwitten, zoals
beschreven in hoofdstuk 1, is moeilijk. De
shuctuur van slechts enkele rnembraan-
eiwitten is bekent. In hooJilsnk / wordt
Iiourier Transfbrm Infiared Spectroscopy
(FTIR) gebruikt voor het bepalen valr de
secondaire-structuur van delen van EII'nt'.
Iliervoor werd een uieuw EII*.' eiwit
gecreeerd, IICB'''I. dat alleen bestaat uit het
C en B domein. de trvee domeiuen die vanuit
een manlitol transport en fosforylatie
oogpunt het interessants zijn. Met FTIR
metingen werd gevonden dat het C domein
hoofdzakelijk uit cr-helices bestaat maar dat
er ook een cleel f]-structLu-rr in dit domein
aanwezig is. Op grond van de secundaire
strucfuur die bepaald werd voor het B
domein, is het mogeliik dat dit domein een
driedimensionale structuur heeft die
vergeli jkbaar is met het l lB"' l eiwit.
Fosforylatie van IICB'tl en het toevoegen
van de inhibitor perseitol liet kleine
veranderingen in het B-structuur gebied van
het IICB'" spectrum zien. Dit duidt op
conformationele veranderingen onder
invloed van foslbrylatie en substraatbinding.
De interacties tussen verschillende
subeenheden van het EII""' dimeer worden
beschreven in hoofi)stuk J. Door middel van
site-directed mutagenese rverden EII'.'
mutanten gemaakt, die gerhactiveerd zijn in
66n van de drie domeinen. Met deze
mutanten werd de fosforylgroep-overdracht
door het EII''r dimeer in vitro en
mannitoltransport in vivo bestudeerd.
Aangetoond r,l'erd dat de fosforylgroep
overgedragen kan worden tussen
fosforylatie-plaatsen op. verschillende sub-
eenheden viul een EII'nt' dimeer en dat dit
leidt tot in vivo transport en in vitro
fosforylatie van rnannitol. Verclere studie
van de interacties tussen subeenlreden laat
z.ien clat Elln'tl een voorkeur heeft voor
fostbrylgroep-overdracht binnen ddn
subeenheid van het dimeer.
Met chemische crosslinking wordt in
hoofdsnk 6 de associatie toestand van EII''"
onder verschillende omstandigheden
bestudeerd. fiieruit volgt dat zuiver EII""'
hooldzakelijk in dc dimeer vorm aanwezig
is. Een kleinere fractie monomeren kon
rvorden aangetoond. Fosforylatie van het
.-nzym dr toevoeging van mannitol e n
mannitol-fostbat bracht geen verandering in
de associatie toestand teweeg.
Hoo/dstuk 7 beschrijft de bindings-
eigenschappen van alkaanglucamides en de
remming van <ie Eil'"'r fosforylatie activiteit
door deze verbrndingen. Alkaanglucamides
zijn detergens molekulen die 
.in staat zijn in
tret actieve centrum van EII'.'te binden. De
lange alkaanketen in deze molekulen maakt
het transporl en,all onwaarschijnlijk. een
nU Samenvatting
interessante eigenschap voor een inhibitor
van een transporteiwit. Doordat alkaan-
glucamides tevens detergentia zijn, kunnen
ze interessant zijn voor kristallisatie
experimenten met het membraangebonden C
domein.
In verhouding is er veel informatie over
de functionele eigenschappen van
membraaneiwitten beschikbaar en weinig
over de driedimensionale structuur van deze
eiwitten. Voor het op molekulair niveau
begrijpen van de processen die gekatalyseerd
worden door membraaneiwitten, is het
noodzakelijk dat de problemen met de
structuurbepaling van deze eiwitten worden
opgelost. Pas als er meer membraaneiwit
structuren bepaald worden is het mogelijk
door combinatie van structurele en
functionele eigenschappen de molekulaire
processen die door deze eiwitten worden
gekatalyseerd te begrij pen.
